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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingoreichten Untertagen entnommen 

<S) Verfahren und Vorrichtung zum Samrneln von Fraktionen nach Stofftrenhung 
@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrich- 
tung zum Samrneln von Mikroliter-Fraktionen nach Stoff- 

trennung fur analytische und p reparative Anwendungen, 

insbesondere in der Pharmazie, der Pharmakologie, der 

klinischen Anylytik, Biochemie, in der Molekularbiologie 

und in der Biotechnologie. Es sollen Fraktionen, vorzugs- 

weise im Bereich weniger Mikroliter, ohne Gefahr von 

Verunreinigungen, Verdunstungsverlusten, Fraktionsver- 

mischungen und mit moglichst geringem Handhabungs- 

aufwand fur das Vor- und Nachbehandeln der Probenge- 

fafte gesarnmett werden. 

ErfindungsgemaS werden die SammelgefaSe (9) vor- 
zugsweise einer Multiwellanalysenplatte (10) mit einer 
perforierbaren Deckfolie (13), beispielsweise einer Klebe- 
folie, verschlossen bzw. bereitgesteltt. Eine Perforierspit- 
ze (8) durchsticht jeweils die Deckfolie (13) und gibt ein 
voreingestelltes Volumen in Abhangigkeit von Zeit und 
Volumenstrom oder von einem Detektorsignal durch die- 
se hindurch in das entsprechende SammelgefaS (9) ab. 
Die SammelgefaSe (9) bleiben bei der Fraktionierung ver- 
schlossen, so daS Aerosotbildung, Verdunstungsverluste, 
Verunreinigung der fraktionierten Proben durch Staub- 
und sonstige Schmutzpartikel, Fehlfraktionierungen und 
Fraktionsverschleppungen zuverlassig vermieden wer- 
den. Zusatzlich kann die Deckfolie (13) zur Weiterbehand- 
lung mit Geraten der an sich bekannten "liquid hand- 
ling"-Technik geschlitzt werden. Wahrend der Positionier- 
bewegung der Perforierspitze (8) wird der Volumenstrom 
derzu... 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung 
zum Sammeln von Fraktionen, vorzugsweise im Mikroliter- 
mafistab, und ist fur analytische und praparative Anwendun- 
gen in der Biochemie, der Molekularbiologie, der Chemie, 
der Pharmazie, der Pharmakoiogie, insbesondere aber in der 
Biotechnoiogie, vorgesehen. Beispielhafte seien die Ein- 
satzmdgLichkeiten flir das Wirkstofifscreening in der Phar- 
maindustrie, fur die klinisch-chcmischc Analytik, fur die 
Proteinanalyse nach Fragmentierung sowie fur die kombina- 
torische Chemie genannt. 

Die Methoden der StofTtrennung, spczicll mil chromato- 
graphischen Verfahren, sind im letzten Jahrzchnt erheblich 
weiterentwickelt und miniaturisiert wordcn. Diesc Miniatu- 
risierung machte sich besondcrs dcshalb crfordcrlich. weil 
zur rouunemaBigen Charakierisierung vielcr biologisch ak- 
tivcr Substanzcn haufig nur schr gcringc Substanzmcngcn 
irn ug- oder mg-Bereich zur Verfugung stchcn. Dariiber hin- 
aus sind in den letzten Jahrcn die Anforderungcn an die Pro- 
bendurchsatze der Analytik. in der Wirkstoffsuchc, Biotech- 
noiogie und Molekularbiologie stark gestiegen. Durch den 
Stand der Pumpen-Saulen- und Detcktionsiechnik wird eine 
Trennung im Bereich weniger Mikrolitcr moglich. Neben 
der online- Verfolgung des Chromaiographiecrgebnisses hai 
sich besonders in der letzten Zeit die Notwcndickcit ergeben 
die einzelnen in dichiem Raster hochaufgcldst gcsanimclten 
Fraktionen offline, zu analysiercn (z. B. Peptidlrcnnungen 
mil anschlieBender Masscnspckiromclric: Courchcsne P. L., 
Patterson S. D.: Manuell microcolumn chromatography for 
sample cleanup before mass spectrometry, Biotcchnics 22, 
1998, No. 2, 244-250). Aus der crforderlichcn dichtcn Frak- 
tionierung ergeben sich viele Ein/clprubcn, fiir dcren hoch 
auflosende Charakierisierung cine ctYeklive parallelc Verar- 
beitung notwendig ist. 

Die angewendctcn bekannten chromalographischcTrcnn- 
verfahren haben jedoch cincn sequenticilcn Ablauf und 
miissen somit fur eine cfTcktivc parallelc Wciicrbearbeitung 
den verfugbarcn Rastern fiir Multipipetticr-I>ispcnsier- und 
MehrkanalmcBtechnik angepaBt werden. Gcgenwartig wird 
eiri weitverbreiteter Standard fiir die ProbengefaBe durch die 
sogenannte Multiwcllanalyscnplatic (beispiclswcisc Gerasi- 
mova N. S.. Steklova I. V., Tuuniinen T.: Huoromeiric me- 
thod for phenylalanine microplate assay adapted for phenyl- 
ketonuria screening, Clin-Chcm. 1989. Oct. 35 (10), 
2112-2115 oder Matthews P. D.. Wunzcl K.T.: high 
throughput microplate fonnat for producing and screening 
riboprobes from bacterial cells, Biotcchniqucs. 1995 Jun, 18 
(6), 1000-1002, 1004 oder Wu P., Danicl-Issakani S., La- 
Marco K., Strulovici B.: an automated high throughput fil- 
tration assay: application to polymerase inhibitor identifica- 
tion,; Anal-Biochem. 1997, Feb 15: 245 (2), 226-230 oder 
Rashed M. S., Bucknall M. P., Little D.. Awad A.Jacob M„ 
Alamoudi M., Alwattar M., Ozand P. T.: screening blood 
spots for inborn errors of metabolism by clectrospray tan- 
dem mass spectrometry with a microplate batch process and 
a computer algorithm for automated flagging of abnormal 
profiles, Clin-Chem. 1997, Jul; 43 (7), 1129 1141) und die 
von ihr abgeleiteten Raster bestimmt. Die MaBc sind im 
SBS-Standard festgelegt. Von dicseni AusgangsmaB gibt es 
eine Anzahl von 96 ProbengefaBen abgcleitetcr Raster mil 
384, 864 und 1536 ProbengefaBen (Katalogc der Firmen 
Greiner bzw. Corning Coslar). Fast allc Gcratc fiir cincn ho- 
' hen Probendurchsatz des "liquid handling" und parallele Be- 
arbcitung sind dicscm Raster angepaBt und damit in dcrn 
Bereich untereinander kompatibel. 

Die Trennverfahren mil flussigen volumcnbewegenden 
Trenntechniken, wie HPLC oder FPLC mil cincm sequen- 



tiellen Ablauf, sammeln die getrennten Proben mit Frakti- 
onssarnmlem in einer besummten Reihenfolge oder mit ei- 
nem bestimmten Raster, entweder kontinuieriich nach dem 
Vol urn en und der Zeit, einem zeit lichen Program m oder 

5 nach einem vorgegebenen Schwellwert des jeweiligen De- 
tektors. Bekannt sind verschiedene Typen automatischer 
Fraktionssammler, die an haufig auch automatisierte Riis- 
sigtrennvorgange gekoppelt sind (US 4 422 151, 
US 4 049 031 oder DE 35 20 055). Diese bestehen aus Hal- 
lo terungen der ProbengefaBe, einer Zufuhrung der zu sam- 
melnden Losung und einer intemen oder extemen Steuer- 
einheit. Fiir die Anordnung der ProbengefaBe gibt es fol- 
gende Varianten: erstens karussellformig (US 3 838 719), 
zweitens spiralforrnig (US 3 570 555), drittens in Reihen 

15 und Spalten (US 4 422 151) viertens reihen- und spalten- 
weise in beweglichen Containern (US 4 077 444). 

Die Positionierung der ProbengefaBe unter die Austritts- 
offnung fur die Probcnlosung crfolgt entweder durch cin Bc- 
wegen der Halterung der ProbengefaBe oder durch eine Be- 

20 wegung der Austrittsoffnung. 

Die Sammelvolumina erreichen im unteren Bereich 5 ul 
(Firmenprospekt Pharmacia Biotech: Fraktionssammler am 
Smart™ System). Fur geringe \biumina und hohe Proben- 
zahlen werden oft Formate die dem Raster von Muluwell- 

25 analysenplaUe entsprechen eingesetzl (INTERNET-Publi- 
kation der Firma Gilson zum Fraktionssammler FC203, zum 
Fraktionssammler am Combinatorial Chromatographic Sy- 
stem und zum u-Fraktionierer auf der Basis eines Gilson 
221XL). Diese Fraktionssammler haben einen Aufnahme- 

30 platz fiir mindestens einen Probenbehalter. Ein bewegliches 
Element fuhrt die Zufuhrung der Proben horizontal iiber die 
im Raster fest stehenden einzelnen ProbengefaBe und fullt 
diese der Vorgabe entsprechend. Es gibt Ausfuhrungen, die 
das zufuhrende Element, eine Kapillare oder ein Kapillar- 

^5 rohr zusatzlich zu der horizontalen Positionierbewegung 
iiber das jeweilige GefaB, vertikal in das GefaB zurn Abset- 
zen der Probe bewegen (INTERNET-Publikation der Firma 
Gilson zum Fraktionssammler am Combinatorial Chroma- 
tographic System und zum u-Fraktionierer auf der Basis ei- 

40 nes Gilson 221 XL sowie der Firma Pharmacia Biotech zum 
Fraktionssammler am Smart™ System). Eine weitere Verti- 
kalbe wegung zum Trennen des letzten Tropfens am Auslauf 
ist patentiert (DE43 03 275). 
Nachteilig bei den bisherigen Fraktionssammlern sind bei 

45 den geringen Riissigkeitsmengen der Proben besonders die 
Verdunstungsverluste (hohes Oberilachen/Volumenverhalt- 
nis), Verschleppungskontaminationen der Fraktionen unter- 
einander, Kontaminationen aus der Luft, wie Staubpartikel 
und Mikroorganismen, sowie die Moglichkeit der Aerosol- 

50 bildung des Sammelgutes. 

Eine Verringerung der Verdunstung und Verbesserung der 
Haltbarkeit kann durch eine Temperierung unterhalb der 
Raumternperatur erreicht werden (INTERNET-Publikation 
der Firma Gilson zum temperierbaren Probenbehalter des 

55 FraktionssammlersFC206). 

Eine weitere Mbglichkeit, Verdunstungsverluste zu ver- 
ringern und Kontaminationen zu vermeiden, besteht darin, 
die Platten mit Abdeckungen zu versehen oder zuzukleben 
bzw. zu verschweiBen und damit jedes ProbengefaB der 

60 Plaue hermetisch abzuschlieBen (US 5 056 427, 
US 5 604 130). Die Firma Gilson verwendet fiir einen Kon- 
taminationsschutz der SammelgefaBe bei ihrem Fraktions- 
sammler FC206 einen Deckel zum Schutz. Fiir die Abdek- 
kung mil Folien gibt es sowohl die Moglichkeit, manuell 

65 Folien zu klcbcn, als auch kommcrzicll crhaltlichc Gcratc 
mit automatisiertem Ablauf zum Folienkleben und Schwei- 
Ben (INTERNET-Publikation der Firma Zymark zu ihrem 
Presto Automated Microplate Sealer). Der Nachteil aller 
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dieser Abdeckungen fiir den Einsaiz als Verdunstungs- und 
Kontaminationsschutz fiir Fraktionssammlerproben besteht 
darin, daB die OfFnungen der SammelgefaBe primar ver- 
schlossen sind und somit die Deckel oder Folien vor dern 
Sammeln entfemt und nach dem Sammeln wieder aufge- 5 
bracht werden miissen. Das bedeutet erstens einen entspre- 
chenden Bearbeitungsaufwand fiir das Probenhandling, d. h. 
fur die Handhabung der SammelgefaBe zum Vorbereiten 
und Nachbearbeiten des Sammelvorgangs. Besonders pro- 
blemalisch ist aber zweitens, daB mit dem zeitweise nicht 10 
vorhandenem VerschluB wahrend des Fraktionierens kein 
hinreichender Schutz gegeben ist. Die Gefahr von Proben- 
verlusten, Vemnreinigungen und Fehlfraktionierungen, ins- 
besondere durch Fraktionsverschleppung, wahrend der 
Fraklionierung ist weiterhin gegeben. Auch eine Aulomati- 15 
sierung des Sammelvorgangs ist damit auf effektive Art 
nicht moglich. Aus diesen GrUnden findet der VerschluB der 
SammelgefaBe in der Praxis so gut wic kcinc Anwcndung. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, Fraktionen im 
MikrolitermaBstab ohne Gefahr von Verunreinigungen, von 20 
Russigkeitsverlusten, von Fraktionsvermischungen und von 
Aerosolbildung sowie mit moglichst geringem Handha- 
bungsaufwand fur das Vor- und Nachbehandeln der Proben- 
gefaBe zu sammeln. 

Erfindungsgemafi werden die SaiiuueigefaBe mil einer 25 
perforierbaren Abdeckung, beispielsweise einer Klebefolie, 
verschlossen, bzw. die SammelgefaBe konnen bereits mit ei- 
nem solchen hermetischen AbschluB bereitgestellt werden. 
Mit einer diinnen, hohlen Perforierspitze wird jeweils bei ih- 
rer Positionierung die Abdeckung durchdrungen und bei Er- 30 
reichen der Sammelposition die fraktionierte Fliissigkeit 
durch die Abdeckung hindurch in das ausgewahlte Sammel- 
gefaB abgegeben. Die Abdeckung verhindert die Aerosolab- 
gabe in die Urngebung und schlieBt die SammelgefaBe ver- 
dunstungs- und kontaminierungssicher ab. AuBerdem ver- 35 
hindert sie weitgehend, daB fehlfraktionierende Substanzan- 
teile, die beispielsweise auf die Multiwellanalysenplatte 
tropfen, in deren SammelgefaBe gelangen und sich mit der 
gesammelten Fraktion vermischen. Nach der Probenabgabe 
bewegt sich die probenzuftihrende Hohlnadel jeweils wieder 40 
in ihre Ausgangslage iiber dem SammelgefaB zuriick. Zur 
sicheren Vermeidung von Fehlfraktionierungen wird wah- 
rend derPositionierbewegung der Perforierspitze die Zufuhr 
der zu fraktionierenden Fliissigkeit zur Perforierspitze als 
substanzabgebendes Element unterbrochen. Diese Unter- 45 
brechung wird vorteilhaft durch ein elektromechanisches 
Ventil realisiert. Das vor dem Ventil weiterhin kontinuier- 
lich zuflieBende \folumen wird durch einen elastischen Ver- 
formungskorper, vorzugsweise durch einen elastischen diin- 
nen Zufuhrungsschlauch, aufgenommen und zwischenge- 50 
speichert. An der Perforierspitze hangende Resttropfen wer- 
den durch Abstreifen am GefaBboden bzw. an der Fliissig- 
keitsoberflache der zu sammelnden oder vorgelegten Fliis- 
sigkeit und/oder durch einen Impuls zum AusstoBen der 
Restldsung aus der Nadeispitze in das SammelgefaB abge- 55 
geben. Die vorzugsweise Nutzung der einen cider anderen 
Moglichkeit richtet sich nach der zu sammelnden Probe, den 
verwendeten SammelgefaBen und nach dem Sammel volu- 
mes 

Die SammelgefaBe bleiben bei der Fraktionierung bis auf 60 
den winzigen Perforierungs-Durchstich verschlossen, so 
daB auch wahrend des Sammelns der besagte Schutz gegen 
Verdunstungsverlust, Verunreinigung, Aerosolbildung in 
der Urngebung etc. gegeben ist. Das Aufbringen zus&tzli- 
chcr Abdeckungen fur das geschutztc Aufbcwahrcn, den 65 
Transport und die Weiterverarbeitung der Fraktionen in den 
SammelgefaBen entfallt. da die SammelgefaBe, abgesehen 
von dem Perforationsdurchstich, nach der Fraktionierung im 



wesentlichen noch abgedeckt sind. Der Handhabungsauf- 
wand fur das Aufbringen der perforierbaren diinnen Deckfo- 
lie, z. B. einer Klebefolie auf eine Multiwellanalysenplatte, 
ist gering und gegebenen falls konnen bereits in der Vorferti- 
gung gedeckelte Multiwellanalysenplatten eingesetzt wer- 
den. 

In den Unteranspruchen 2 bis 7 und 9-27 sind vorteilhafte 
Ausgestaltungen der Verfahrens- bzw. Vorrichtungsmerk- 
male aufgef Uhrt. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand eines in der 
Zeichnung dargestellten Ausfuhrungsbeispiels naher erlau- 
tert werden. 

Es zeigen: 

Fig, 1: Prinzipaufbau des Fraktionssammlers, 

Fig, 2: Perforierspitze in Sammelposition nach Durchste- 

chen der Abdeckung des SammelgefaBes, 

Fig. 3: Zeitlicher Ablauf der Steuerung fiir die Sammel- 

zcit cincr Frakuon mit cincm Impuls zum Substanzrcstaus- 

stoB, 

Fig. 4: Zeitlicher Ablauf der Steuerung fur die Sammel- 
zeit einer Fraktion ohrie Impuls zum SubstanzrestausstoB, 

Fig. 5. Ausfuhrungsformen der hohlen Perforierspitze, 

Fig. 6: Perforierspitze mit zusatzlichen Schneiden in un- 
terschiedlichen Ausfuhrungsformen, 

Fig, 7: EinspanneinrichLung fiir die Perforierspitze, 

Fig. 8: Gegeniiberstellung der Verdunstungsverluste einer 
offenen und abgedeckten Multiwellanalysenplatte. 

In Fig. 1 ist der Prinzipaufbau des Fraktionssammlers im 
MikrolitermaBstab dargestellt Die zu fraktionierende Sub- 
stanz wird iiber einen AnschluBadapter 1 einem Mehrwege- 
ventil 2 zugefuhrt. Das Mehrwegeventil 2, lenkt, gesteuert 
von einer Steuereinheit 3, den Volumenstrom entweder zu 
einem AbfallgefaB 6 oder iiber einen elastischen Schlauch 4, 
ein Fraktionierventil 5 sowie iiber eine AusstoBeinrichtung 
7 in Richtung einer hohlen Perforierspitze 8, mit welcher die 
zu sammelnden Fraktionen jeweils in ausgewahlte Sammel- 
gefaBe 9 einer Multiwellanalysenplatte 10 abgegeben wer- 
den. Zur relativen x-y-Positionierung der hohlen Perforier- 
spitze 8 zu den SammelgefaBen 9 steht die Multiwellanaly- 
senplatte 10 mit einer Posidoniereinheit 11, beispielsweise 
einem an sich bekannten x-y-Koordinatentisch, in Verbin- 
dung, die ebenfalls durch die Steuereinheit 3 bewegungsge- 
steuert wird. Fiir jede Fraktion wird jeweils durch Positio- 
nierung der Multiwellanalysenplatte 10 reiativ zur Perforier- 
spitze 6 das entsprechende SammelgefaB 7 der Multiwell- 
analysenplatte 10 iiber die Steuereinheit 3 und die Posido- 
niereinheit 11 selektiert AuBerdem steuert die Steuereinheit 
3 eine Hubeinheit 12 zur z-Bewegung der Perforierspitze 8, 
um diese nach Selektion eines SammelgefaBes 9 fiir die je- 
weilige Fraktion zur Substanzabgabe in das SammelgefaB 9 
hineinzubewegen. Bei ihrer Vertikalbewegung zum Errei- 
chen der Sammelposition fur die Substanzabgabe durcb- 
sticht die Perforierspitze 8 eine auf die Multiwellanalysen- 
platte 10 aufgebrachte Deckfolie 13 und gibt die Fraktion 
durch die so perforierte Deckfolie 13 hindurch in das ausge- 
wahlte SammelgefaB 9 ab (vgl. Fig. 2). 

Die Deckfolie 13, beispielsweise eine Klebefolie, verhin- 
dert vor, wahrend und nach der Fraktionierung eine Aerosol- 
bildung in der Urngebung, eine Verdunstung sowie eine 
Kontaminierung durch Staub- und Schmutzpartikel der sehr 
geringen Fraktionsvolumina in den SammelgefaBen 9. Fur 
den Fall, daB von der iiber den SammelgefaBen 9 positio- 
nierbewegten Perforierspitze 8, beispielsweise bei unzu- 
langiichem SchlieBen der Ventile oder undichten Verbindun- 
gen, aus dicscr austrctende Tropfen, die nicht mchr zur jc- 
weiligen Fraktion gehoren, auf die Multiwellanalysenplatte 
10 gelangen, werden diese Tropfen durch die Deckfolie 13 
ebenfalls von den SammelgefaBen 9 ferngehalten und kon- 
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nen somit keine Fehlfraktionierung bewirken. Die Multi- 
wellanalysenplatte 10 kann auch fur einen praventiven Ver- 
schmutzungsschutz und Sterilitat der SammelgefaBe 9 be- 
reits mitdieser Deckfolie 13 versehen geliefert, aufbewahrt 
und zur Fraktionierung bereitgestellt werden. Ebenso ist es 
moglich, in der Multiwellanalysenplatte 10 eine Losung 
oder Festsubstanz vorzulegen, beispielsweise Stabilisatoren 
fiir Proteine, die Multiwellanalysenplatte 10 mit der Deck- 
folie 13 zu verschlieBen und die Fraktionen in den Sammei- 
gefaBen 9 mit dem vorgelegtern Material zu sammeln. 

Fur einen zusatzlichen Verdunstungsschutz steht die Mul- 
tiwellanalysenplatte 10 mit einer Temperiereinheit 14 in 
Verbindung, durch welche die in einem definierten Raster, 
beispielsweise n x 8 x 12, angeordneten SammelgefaBe 9 
der Multiwellanalysenplatte 10 auf eine Temperatur unter- 
halb der Raumtemperatur gehalten werden. 

Nach der Substanzabgabe wird die Perforierspitze 8 aus 
ihrcr Sammclposition im SammelgefaB 9 in cine obcrc Aus- 
gangslage durch z-Positionierung zuriickbewegt. Anschlie- 
Bend kann ein anderes SammelgefaB 9 fur die nachste zu 
sammelnde Fraktion selektiert werden. 

Wahrend der Positionierbewegung der Perforierspitze 8 
von bzw. zu ihrer Sarnmelposiuon im jeweils selektierten 
SammelgefaB 9, einschlieBlich der relatives Positionierbe- 
wegung der Multiwellanalysenplatte 10, wird der durch das 
Mehrwegeventil 2 kontinuierlich flieBende Volumenstrorn 
mittels des Fraktionierventils 5 unterbrochen. 

Der Schlauch 4 ist elastisch ausgebildet und weist einen 
geringen Innendurchmesser (geringer oder gleich 0,5 mm) 
auf. Damit ist gewahrleistet, daB erstens der infolge des 
SchlieBens des Fraktionierventils 5 in der zu sammelnden 
Substanz auftretende Druckimpuls gedampft und zweitens 
die zu fraktionierende Substanz ohne wesentliche Substanz- 
vermischung, beispielsweise infolge Verwirbelung, bis zur 
nachsten Substanzabgabe aufgenommen und zwischenge- 
speichert wird. Ein noch an der Perforierspitze 8 befindli- 
cher Russigkeitstropfen wird durch einen Impuls der Aus- 
stoBeinrichtung 7 abgestoBen. In Fig. 1 bestehtdie AusstoB- 
einrichtung 7 aus einem von der Steuereinheit 3 elektroma- 
gnetisch bewegten Stempei 15, der nach erfolgter Substanz- 
abgabe der Perforierspitze 8 in das selektierte SammelgefaB 
9 kurzzeitig einen kurzen mechanischen Impuls gegen ein 
Widerlager 16 auf den elastischen Schlauch 17 gibt. Der 
kurze Impuls konnte auch auf anderem Wege, beispiels- 
weise andere mechanische Elemente, wie Nocken und He- 
bel, ein piezoelektrisches Element, Ultraschall, komprimier- 
tes Gas oder Vakuum, auf die Substanz in der Perforierspitze 
8 oder deren ZufUhrung wirkend gegeben werden. Es ist 
auch moglich, daB Resttropfen an der Oberflache der gesam- 
melten und/oder bereits vorgelegten Substanz bzw. an der 
Innenwand des SammelgefaBes 9 durch Beriihrung abge- 
streift werden, wofiir die Hubeinrichtung 12 zur sehr ge- 
nauen und feinfuhligen Bewegungssteuerung der Perforier- 
spitze 8 zweckmaBigerweise einen hochaufgelosten Schritt- 
antrieb besitzt oder mit einem solchen in Nferbindung steht. 
(Die genannten Alternativlosungen zur Impulserzeugung 
der AusstoBeinrichtung 7 sind aus Ubersichtsgriinden nicht 
in der Zeichnung dargestellt.) 

In Fig. 3 ist ein Zeitschema, bezogen auf die Sammelzeit 
fur eine Fraktion, mit einem solchen Impuls zum Restaus- 
stoB von Flussigkeitstropfen (AusstoBeinrichtung 7), fur die 
Steuerung der Positioniereinheit 11, der Hubeinheit 12 und 
des Fraktionierventils 5 sowie mit Darstellung des Druck- 
verlaufes im elastischen Schlauch 4 dargestellt. Zum Ver- 
glcich zcigt Fig, 4 cin rclcvantcs Zeitschema ohnc den Im- 
puls fur den RestausstoB. 

* Fig. 5 zeigt jeweils in zwei Ansichten mogliche Ausfuh- 
rungsformen fur die die Deckfolie 13 durchstoBende Perfo- 



rierspitze 8, wobei die Erfindung nicht auf die dargestellten 
Formen beschrankt ist. Die Perforierspitze 8 kann beispiels- 
weise Hnzelspitzen 18, Mehrfachspitzen 19, Einphasungen 
20, Anphasungen 21 , beliebig geformte Phasen 22 etc. allein 
5 oder in Kombination aufweisen. Die Auswahl der geeigne- 
ten Perforierspitzenform richtet sich nach dem Verwen- 
dungszweck, insbesondere hinsichdich der Art der zu durch- 
stoBenden Deckfolie 13. 

In Fig. 6 sind an der Perforierspitze 8 zusatzlich Schnei- 
io den 23 unterschiedlicher Form (Fig. 6a bis Fig. 6c vier- 
schneidig und Fig. 6d bis Fig. 6f doppelschneidig, jeweils in 
zwei Ansichten dargestellt) angeordnet. Die Schneiden 23 
schlitzen bei der Hubbewegung der Perforierspitze 8 in das 
SammelgefaB 9 hinein die Deckfohe 13 zusatzlich zur Per- 
is forierung fur die Substanzabgabe mit einem Einfach- oder 
Mehrfachschlitz auf. Durch die Schlitze bleiben die Sam- 
melgefaBe 9 zwar im wesentlichen durch die Deckfolie 13 
nach wic vor mit den besagten Vortcilcn der Erfindung abgc- 
deckt, jedoch ist auf einfache Art und Weise ein Weiterbe- 
20 handeln der gesammelten Fraktionen durch Gerate der an 
sich bekannten "liquid handling n -Technik, insbesondere 
Multipipetten, ohne vorherige Entifernung der Deckfolie 13 
moglich. Die Gerateelemente konnen zur Probenbehand- 
lung durch die Schlitze ebenfalls in die SammelgefaBe 9 ein- 
25 dringen, wobei sich die SchliLzoflhungen nach der Behand- 
lung infolge der flexiblen Deckfolie 13 wieder selbsttatig 
schlieBen. 

Es ist zweckmaBig, die Deckfolie 13 nur im Bereich der 
Kontaktflachen zur Multiwellanalysenplatte 10 mit Klebe- 

30 stellen zu versehen, damit die Perforierspitze 8 nicht mit 
dem KlebstofF kontaminiert wird und die Adhasion von 
Fraktioniergut iiber den Klebstoff an der Perforierspitze 8 
vermieden wird. 

Um die Perforierspitze 8 fur eine schnelle und dennoch 

35 lageprazise Austauschbarkeit mit geringem Handhabungs- 
und Justieraufwand an der Hubeinrichtung 12 zu befestigen, 
ist die Perforierspitze 8 in Fig. 7 mit einem Aufnahme- 
fiansch 24 zur Aufnahme in einer Klemmvorrichtung 25 der 
Hubeinrichtung 12 versehen. Der Aufhahmeflansch 24 mit 

40 der Perforierspitze 8 wird bis zum ringfbrmigen Anschlag in 
die Klemmeinrichtung 25 eingefuhrt und durch Drehen ei- 
ner Klemmschraube 26 arretiert. Auf diese Weise konnen 
die Perforierspitze 8 je nach Anwendungsbedingung schnell 
und unkompliziert gewechselt, gleichzeitig aber die fiir eine 

45 exakte vertikale Bewegungssteuerung (auch hinsichdich des 
Abstreifens von Restflussigkeit nach erfolgter Substanzab- 
gabe) erforderliche Lageprazision gewahrleistet werden. 
Fiir eine universelle Anwendbarkeit sollten die Perforier- 
spitze 8, wie auch das Zufuhrungssystem fiir die Flussigkeit, 

50 durch Steckverbinder, Schneilkupplungen etc. verbunden 
sein, um einen schnell einsatzfahigen und vor allem umriist- 
baren Aufbau zu realisieren. So sind u. a. Perforierspitzen 8 
sowie Zufuhrungselemente mit unterschiedlicher Durch- 
fluBgrbBe und -menge und je nach Fraktionierungsvoraus- 

55 setzung insbesondere Schlauche 4, 17 mit variabel verwend- 
barer GrOBe und ElastizitSt in kiirzester Zeit einriistbar. 

Da die dunne, hohle Perforierspitze 8 zur Substanzabgabe 
mit ihrem Innendurchmesser kleiner oder gleich 0,5 mm 
und ihrem AuBendurchmesser kleiner oder gleich 0,9 mm 

60 ein, insbesondere fur Biegebeanspruchung, sehr empfindli- 
ches Bauelement darstellt, wird ein Sensor (nicht in der 
Zeichnung dargestellt) an der Perforierspitze 8, welcher de- 
ren Biegebelastung, beispielsweise bei einem unvorhergese- 
henen Hindernis wahrend der Positionierung, erfaBt, einge- 

65 sctzt. Dicscr schaltct im Havaricfall die Bewegungssteue- 
rung ab. Ferner sind Feuchdgkeitssensoren (ebenfalls in der 
Zeichnung nicht dargestellt) zur Erfassung von Leckstellen 
unter dem Schlauchsystera sowie unter der Multiwellanaly- 
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senplatie 10 hilfreich, urn die Vorrichtung zur Vermeidung 
von Schaden durch Fliissigkeitsverlusten schnell abschalten 
zu konnen. 

Tn Fig. 8 sind die Verdunstungsverluste einer bekannten 
handelsiiblichen Multiwellanalysenplatte 10, die sowohl an 5 
offenen als auch an durch die Deckfolie 13 verschlossenen 
und im Raster 8x12 angeordneten SammelgefaBen 9 der 
Multiwellanalysenplatte 10 bei unterschiedlichen Tempera- 
turen gemessen wurden, gegenUbergestellt. Die Perforie- 
rung der Deckfolie 13 wurde durch senkrechte Einstiche 10 
iiber jedem SarnmelgefaB 9 mit einem Einstichloch von ca. 
0,5 mm Durchmesser simuliert. Die SammelgefaBe 9 waren 
jeweils mit 150 ul deionisiertem Wasser gefullt und wurden 
entweder bei Raumtemperatur oder auf einer auf 4°C abge- 
kiihlten Kupferplatte in einen Laborraum bei Raumtempera- 15 
turen von 18-23°C iiber den Zeitraum von 18,4 Stunden ab- 
gestellt. Die Messung der Verdunstung erfolgte durch Ge- 
wichtsmcssung vor und nach dcm Vcrsuch. 

Aufstellung der verwendeten Bezugszeichen 20 

1 AnschluBadapter 

2 Mehrwegeventil 

3 Steuereinheit 

4 elaslischer Schlauch 25 

5 Fraktionierventil 

6 Abfallbehalter 

7 AusstoBeinrichtung 

8 Perforierspitze 

9 SammelgefaB 30 

10 Multiwellanalysenplatte 

11 Positioniereinheit 

12 Hubeinheit 

13 Deckfolie 

14 Temperiereinheit 35 

15 Stempel 

16 Widerlager 

17 Schlauch 

18 Einzelspitze 

19 Mehrfachspitze 40 

20 Einphasung 

21 Anphasung 

22 Phase 

23 Schneide 

24 Aufnahmeflansch 45 

25 Klemmvorrichtung 

26 Klemmschraube 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Sammeln von Fraktionen nach 
Stofftrennung, bei dem ein substanzabgebendes Ele- 
ment iiber in einem definierten und zur an sich bekann- 
ten "liquid handling"-Technik paBfahigen Raster ange- 
ordneten SammelgefaBen relativ zu diesen positioniert 
wird, jeweils unter einer vertikalen relativen Bewe- 
. gung in die Sammelposition gebracht wird und dort 
eine zu fraktionierende Substanzmenge in das selek- 
tierte SammelgefaB abgibt, da durch gekennzeichnet, 
dafi das substanzabgebende Element bei seiner vertika- 
len relativen Bewegung fur die Substanzabgabe jeweils 
eine auf den SammelgefaBen befindliche und die Aero- 
solbildung in der Umgebung verhindemde, verdun- 
stung s- und kontaminierungssicher abschlieBende, 
Rcsttropfcn am substanzabgcbcndcn Element abwei- 
sende sowie auch sonstige fehlfraktionierende Sub- 
stanzanteile femhaltende Abdeckung perforiert, die 
Substanz in der Sammelposition durch diese Abdek- 



50 



55 



60 



65 



kung hindurch in das selektierte SammelgefaB abgibt 
und sich danach aus dem abgedeckten SammelgefaB in 
die Ausgangslage zuriick bewegt und daB der Flussig- 
keitsstrom zum subsianzabgebenden Element jeweils 
wahrend der Positionierbewegung des substanzabge- 
benden Elementes unterbrochen sowie zur Dampfung 
der mit dieser Unterbrechung auf das substanzabge- 
bende Element wirkenden Druckanderungen elasusch 
aufgenommen und zwischengespeichert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB das substanzabgebende Element zur weiteren 
Vermeidung einer Fehlfraktionierung bzw. einer Sub- 
stanzverschleppung so weit in das ausgewahlte Sam- 
melgefaB hinein bewegt wird, daB Resttropfen am sub- 
stanzabgebenden Element nach Unterbrechung des 
Fliissigkeitsstromes durch Beriihrung mit der gesam- 
melten und/oder vorgelegten Substanz bzw. durch Be- 
riihrung mit der Inncnwand des SammclgcfaBcs abgc- 
streift werden. 

3. Verfahren nach An sprue hen 1 und 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Positionierbewegung des sub- 
stanzabgebenden Elementes in hochaufgelosten Schrit- 
ten gesteuert wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB zur wekeren Vermeidung einer Fehlfrakuonie- 
rung bzw. einer Substanzverschleppung eine nach er- 
folgter Substanzabgabe in ein selekuertes Sammelge- 
faB noch in Tropfenform am substanzabgebenden Ele- 
ment befindliche Restflussigkeit durch einen mecha- 
nisch auf dieses oder dessen Zuleitung wirkenden Im- 
puls abgestoBen wird 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Impuls auf ein elasdsches Element der 
Substanzzufuhrung, beispielsweise einen Zufuhrungs- 
schlauch, gegeben wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die SammelgefaBe zur weiteren Verringerung 
der Verdunstungsgefahr und schonenderen Handha- 
bung der Fraktionen temperiert werden. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB die auf den SammelgefaBen befindliche Ab- 
deckung auBer der mit dem substanzabgebenden Ele- 
ment fiir das Sammeln der Fraktionen erfolgenden Per- 
forierung zusatzlich geschlitzt wird, um die gesarnmel- 
ten Fraktionen mit Geraten der an sich bekannten "li- 
quid handling f, -Technik ohne Entfemung der Abdek- 
kung weiterzubehandeln. 

8. Vorrichtung zum Sammeln von Fraktionen nach 
Stofftrennung mit Mitteln, insbesondere einen An- 
schluBadapter und Zufuhrungsschlauch, zur Bereitstel- 
lung und Zufuhrung der zu fraktionierenden Substanz, 
mit einer beispielsweise als gesteuertes Ventil ausgebil- 
deten Fraktioniereinheit fiir die Substanz, mit einem 
substanzabgebenden Element zur Abgabe der zu frak- 
tionierenden Substanz in SammelgefaBe, die in einem 
definierten und zur an sich bekannten "liquid hand- 
ling "-Technik paBfahigen Raster angeordnet sind, und 
mit Mitteln zur Posidonierbewegung des substanzab- 
gebenden Elementes relativ zu den SammelgefaBen, 
einschlieBlich einer Hubeinheit fur dessen Absenken 
zu dem jeweils selektierten SammelgefaB, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als substanzabgebendes Element 
eine hohle Perforierspitze (8) vorgesehen ist, die so- 
wohl zum DurchstoBen einer auf den SammelgefaBen 
(9) bctindlichcn und die Acrosolbildung in der Umge- 
bung verhindernden, verdunstungs- und kontaminie- 
rungssicher sowie auch sonstige fehlfraktionierende 
Substanzanteile fernhaltenden Abdeckung (13) als 
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auch far eine durch diese Abdeckung (13) hindurch er- 
folgende Substanzabgabe in das jeweils selektierte 
SarnmelgefaB (9) dient, daB Mittel (5) zur Unterbre- 
chung der Substanzzufuhrung zur Perforierspitze (8) 
wahrend deren Positionierbewegung vorgesehen sind 5 
und daB mindestens ein elastischer Verformungskorper 
(4) fur eine elastische Aufnahme und Zwischenspei- 
cherung der durch die Unterbrechung der Substanzzu- 
fiihrung angestauten Substanz vorhanden ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 10 
zeichnet, daB die Mittel zur Unterbrechung der Sub- 
stanzzufiihrung zur Perforierspitze (8) auch dafiir vor- 
gesehen sind, um nach erfolgter Substanzabgabe noch 

an der Perforierspitze (8) befindliche Resttropfen durch 
einen mechanisch auf die Fliissigkeit vor bzw. in der 15 
Perforierspitze (8) wirkenden Impuls abzustoBen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zcichnct, daB als Mittel zur Unterbrechung der Sub- 
stanzzufuhrung zur Perforierspitze (8) wahrend deren 
Positionierbewegung ein elektromagnetisch gesteuer- 20 
tes Ventil (5) vorgesehen sind. 

11. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als elastischer Verformungskorper ein 
flexibler Zufuhrungsschlauch (4) rait geringem Innen- 
durehinesser, vorzugsweise kleiner als 0,5 mm, vorge- 25 
sehen ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als SammelgefaBe eine an sich bekannte 
Muluwellanalysenplatte (10) vorgesehen ist, deren bei- 
spielsweise in einer n x 8 x 12-Raster angeordneten 30 
SammelgefaBe (9) durch eine Folie (13) verschlossen 
sind. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die SammelgefaBe (9) durch eine Folie 
(13) verschlossen sind, die ausschlieBlich an den Auf- 35 
lageflachen Klebstoff zur deren Befestigung aufweist. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die SammelgefaBe (9) zur Temperierung 
der darin enthaltenden Fraktionen mit einer Temperier- 
einheit (14), beispielsweise einer temperaturregulier- 40 
baren Metallplatte mit Peltierelementen oder einer 
wassergekuhlten Grundplatte, in Verbindung stehen. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Hubeinheit (12) zur Feinpositionie- 
rung der Perforierspitze (8) mit einem hochaufgelosten 45 
Schrittantrieb in Verbindung steht. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) zum Zweck einer 
austauschbaren, schnellen und lageprazisen Befesti- 
gung an der Hubeinheit (12) eine fur eine Klemmung- 50 
vorrichtung (25, 26) vorgesehenen lagedefinierte Auf- 
nahme, beispielsweise einen zylinderformigen Flansch 
(24) mit einem ringfbnnigen Anschlag, aufweist. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB an der Perforierspitze (8) zu deren Schutz 55 
gegen mechanische Beanspruchung bei einem unvor- 
hergesehenen Bewegungshindernis mindestens ein 
Sensor, beispielsweise fur die Erfassung der Biegebela- 
stung der Perforierspitze (8), angeordnet ist, der mit 
den Mitteln zur Positionierbewegung der Perforier- 60 
spitze (8) und zur Substanzfuhrung in Verbindung steht 
und die Positionierbewegung und Substanzzufiihrung 
im Havariefall unterbricht. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zcichnct, daB untcrhalb der SammelgefaBe (9) und/ 65 
oder der flussigkeitsfuhrenden Elemente, insbesondere 
unter den Schlauchen (4, 17), Sensoren zur Erfassung 
von Leckstellen angeordnet sind und daB die Sensoren 
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mit einer Abschalteinheit der Anlage gekoppelt sind. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) aus einem Material 
hoher mechanischer Festigkeit und hoher chemischer 
Bestandigkeit, beispielsweise aus einem inerten Edel- 
stahi, besteht und daB deren Innendurchmesser kleiner 
oder gleich 0,5 mm und deren AuBendurchmesser klei- 
ner oder gleich 0,9 mm sind. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine Einzelspitze 
(18) aufweist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine Mehrfach- 
spitze (19) aufweist. 

22. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) Ein- bzw. Anpha- 
sungen (20, 21) aufweist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine beliebig ge- 
krummte Phase (22) aufweist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Perforierspitze (8) eine oder mehrere 
Spitzen (18, 19) und/oder und mindestens eine Phase 
(20, 21, 22) aufweist. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zumindest der Verformungskorper (4) 
und die Perforierspitze (8) fur eine austauschbare Ver- 
wendung Mittel zum schnellen Verbinden, beispiels- 
weise einen Steckverbinder oder eine Schnellkupp- 
lung, aufweisen. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB zusatzlich zu der Perforierspitze (8) min- 
destens eine Schneide (23) vorgesehen ist, welche die 
Abdeckung (13) schlitzt, um die in den Sammelgefa- 
Ben (9) gesammelten Fraktionen mit Geraten der an 
sich bekannten "liquid handling M -Technik weiterzube- 
arbeiten, ohne hierfur die Abdeckung (13) entfemen zu 
miissen. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die mindestens eine Schneide (23) eben- 
falls an der Perforierspitze (8) oder an der Hubeinrich- 
tung (12) angeordnet ist und mit deren Positionierung 
fur das Einschlitzen der Abdeckung (13) bewegt wird. 
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Bedingungen 


Verdunstungsrate 
[ul/min] 


Massseverlust 
fiber 18,4 h 

r%i 


Multiwellanalysenplatte bei 
Raumtemperatur oflfen 


5,22 


60 


Multiwellanalysenplatte bei 
Raumtemperatur mit perforierter Folie 


0,37 


4,2 


Multiwellanalysenplatte bei 4 °C mit 
perforierter Folie 


0,037 


0,4 
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